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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar e validar um método para deteminacao de residuos de sulfatiazol
(STZ), sulfametazina (SMZ) e sulfadimetoxina (SDM) em leite UHT integral. A extracdo foi realizada com
diclorometano e coluna de extra¢do em fase sélida de silica. Os residuos, apds derivacdo com fluorescamina,
foram quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia. O limite de deteccio
das trés sulfas em amostra de leite integral foi 0,3 pg L' e o limite de quantificagdo foi 1 ug L' para STZ e SMZ
e 2,5 ug L''para SDM, com coeficientes de variagio entre 4,4 ¢ 6,6%. Os valores de recuperagao para STZ, SMZ
e SDM foram 63,2, 91,2 e 63,2%, respectivamente. Considerando o limite mdximo de residuo estabelecido pela
legislacdo brasileira de 100 pg kg™! para a soma das concentracdes totais de STZ, SMZ e SDM, o método descrito
permite a determinacao simultinea dos trés analitos em amostras de leite UTH integral.

Termos para indexacdo: fluorescamina, sulfonamida, sulfametazina, sulfadimetoxina.

Sulfonamides in milk by high performance liquid chromatography
with pre-column derivatization and fluorescence detection

Abstract — The objective of this work was to evaluate and validate a method for analysis of sulfathiazole (STZ),
sulfamethazine (SMZ) and sulfadimethoxine (SDM) residues in milk. Extraction was carried out with
diclhoromethane followed by silica solid phase extraction. The extracts were derivatizated with fluorescamine
and quantified by reversed-phase high performance liquid chromatography with fluorescence detection. The
detection limit for the three sulfonamides was 0.3 ug L' and the quantification limit was 1 ug L' for STZ and
SMZ and 2.5 pg L for SDM, with coefficient of variation ranging from 4.4 to 6.6%. The recoveries for STZ, SMZ
and SDM were 63.2,91.2 and 63.2%, respectively. Considering that Brazilian regulation sets maximum residue
limit in milk of 100 pg kg'! for total sulfonamide concentrations (STZ, SMZ and SDM), the present method is

adequate to quantify the residues of three sulfonamides simultaneously in UHT milk.

Index terms: fluorescamine, sulphonamides, sulfamethazine, sulfadimethoxine.

Introducao

As sulfonamidas sdo farmacos sintéticos utilizados
extensivamente para tratamento de infec¢des bacterianas,
causadas por microrganismos gram-positivos e gram-
negativos (Pastor-Navarro et al., 2007). Estes compostos
sdo derivados do p-aminobenzenosulfonamida,
caracterizados por um grupo arila contendo um grupo
amino e um grupo sulfonamida em posic¢ao para. Varios
parametros fisico-quimicos tém sido correlacionados com
a atividade quimioterdpica das sulfonamidas, tais como,
pKa, ligagdo com proteinas e distribui¢do da carga
eletronica (Martinez et al., 2003).

As sulfonamidas sdo andlogos estruturais e
antagonistas competitivos do dcido p-aminobenzdico
(PABA), que impedem a sua utilizacio pelas bactérias,
na sintese do 4cido félico. Os microrganismos sensiveis
sdo aqueles que precisam sintetizar seu préprio acido
félico. O efeito bacteriostiatico induzido pelas
sulfonamidas é anulado competitivamente pelo PABA.
As células de mamiferos ndo sdo afetadas, uma vez que
necessitam de dcido félico pré-formado por serem
incapazes de sintetiza-lo (Gilman et al., 2003).

Os residuos de sulfonamidas podem ser encontrados
em alimentos de origem animal, tais como mel, leite, ovos,
peixes e carnes (Adesiyun et al., 2006). A maioria das
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sulfas apresenta meia-vida relativamente longa,
ocasionando sérios problemas para a saide humana, entre
os quais reacdes alérgicas ou téxicas (Sversson, 2000).
Algumas sulfonamidas podem ser potencialmente
carcinogénicas e estima-se ainda que aproximadamente
5% dos pacientes humanos que sdo tratados com
sulfonamidas sofram efeitos colaterais (Montanaro,
1998). Por sua vez, o amplo uso de medicamentos
veterindrios pode ser responsdvel pelo aparecimento de
cepas de bactérias resistentes. O limite mdximo de
residuo (LMR) estabelecido pela Comunidade Européia
para o total de sulfonamidas em misculo, figado, rim e
leite é de 100 pg kg™! (European Community, 1990).

As sulfonamidas, bem como outros medicamentos,
tém sido administradas ao gado leiteiro, e residuos dessas
substancias podem ser encontrados no leite. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria estabeleceu um LMR
de 100 pg kg'!, como medida preventiva de sadde
publica. Este limite refere-se a soma das concentragoes
totais de sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ) e
sulfadimetoxina (SDM) (Anvisa, 2003).

O isolamento e a concentrag@o dos residuos de sulfas
em matrizes diversas sio normalmente obtidos por
extracdo liquido-liquido, seguida ou ndo por extracdo em
fase s6lida. A separacdo e a quantificacio dos residuos,
por sua vez, sdo usualmente conduzidas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Diversos detectores t€m sido estudados, tais como arranjo
de diodos (Hela et al., 2003; Garcia et al., 2004),
ultravioleta (Pecorelli et al., 2004), fluorescéncia
(Maudens et al., 2004; Salisbury et al., 2004) e de massas
(Dost et al., 2000; Msagati & Nindi, 2004). Na deteccao
por fluorescéncia, € necessdria a derivagdo dos analitos.
Apesar dos trabalhos publicados, ndo existe um método
validado para a andlise simultanea de residuos de STZ,
SMZ e SDM na matriz leite.

Em recente revisdo sobre métodos para determinacao
de sulfonamidas em matrizes biolgicas, Wang et al.
(2006) concluem que os métodos analiticos envolvem
vdrias etapas de extracdo e limpeza, o que os torna
demorados, e, portanto, ndo seriam adequados para
andlises de triagem. Ainda, entre os trabalhos publicados,
parte relata baixas recuperagdes, porém os métodos sao
adequados para a confirmacgdo e quantificacdo desses
quimioterdpicos (Wang et al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar e validar um
método analitico para a quantificac@o simultanea de STZ,
SMZ e SDM em leite UHT integral, por cromatografia
liquida de alta eficiéncia, utilizando derivacio pré-coluna
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com fluorescamina e detec¢cdo por fluorescéncia
(CLAE-FI).

Material e Métodos

Todos os solventes e reagentes utilizados foram grau
analitico, exceto dcido acético, metanol e acetonitrila que
foram grau CLAE, adquiridos da Merck (Darmstadt,
Germany) e fluorescamina da Aldrich (Steinheim,
Germany). Os padrdes de sulfas utilizados foram sal de
sodio de sulfatiazol (Fluka, pureza >99%), sulfametazina
(Sigma, pureza >99%) e sulfadimetoxina (Sigma, pureza
>99%). Todas as solucdes aquosas foram preparadas
com dgua milliQ (Millipore) (18 MQ cm™!). As colunas
de extracdo em fase sélida de silica-gel foram adquiridas
da Applied Separations (Spe-ed Cartridges, Silica Gel,
500 mg por 6 mL, Applied Separations, Allentown, PA)
e as unidades filtrantes nao estéril de membrana HV
com poros de 0,45 um e didmetro de 13 mm da Millipore.
A solucdo estoque padrdo de sulfas foi preparada em
metanol e as solugdes de trabalho foram preparadas em
solucdo aquosa de acido acético a 1% (v/v), pH 4.

Inicialmente, foram testados diferentes valores de pH
do meio reacional, vdrios reagentes para precipitacao
das proteinas e diversas composi¢cdes de solventes
organicos para a extragio dos residuos de sulfonamidas.
Amostras de leite UHT integral fortificadas com
concentragdes de 5 ug L-!, para cada uma das
sulfonamidas estudadas, foram extraidas com
cloroférmio, diclorometano, mistura de cloroférmio ou
diclorometano com diferentes solventes, como acetona,
acetato de etila e éter de petréleo. Solucdo aquosa de
dcido tricloroacético e solucdes tampao 0,1 M de fosfato
de potéssio (pH 7) ou 0,1 M de acetato de sédio (pH 4)
também foram utilizados antes da extragcdo com
solventes. Dois tratamentos diferentes e independentes
para os extratos foram utilizados, a evaporacdo do
solvente e a elui¢do por EFS-Si. Os melhores resultados
foram obtidos com a mistura de extracdo composta por
diclorometano:éter de petréleo (100:3, v/v) e EFS-Si,
segundo o procedimento a seguir.

Um volume de 5 mL de amostra de leite UHT integral
homogeneizado e a temperatura ambiente foi transferido
para um funil de separagdo e extraido com trés porcdes
de 30 mL de solugdo de diclorometano:éter de petréleo
(100:3, v/v). Aos extratos reunidos foram adicionados
10 mL de éter de petréleo e a solucdo resultante foi
purificada através de coluna de extracdo em fase sélida
de silica-gel (EFS-Si) e eluida sob gravidade. Depois
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que todo o liquido foi transferido para a EFS-Si, o
erlenmeyer que continha os extratos foi lavado com um
pouco do eluato, o qual foi novamente transferido para
a EFS-Si. O excesso de liquido da EFS-Si foi eliminado
por pressao e o mesmo foi secado sob fluxo de nitrogénio
(N,) durante 5 min. As sulfonamidas foram eluidas com
10 mL de metanol, sob gravidade, e o eluato foi recolhido
em um frasco ambar e evaporado sob atmosfera de N,
até a secura, com aquecimento inferior a 40°C. O extrato
secado foi ressuspendido em 0,9 mL de solu¢do aquosa
de 4cido acético a 1% (v/v), pH 4, e derivado com 0,1 mL
de solucdo de fluorescamina a 0,1% em acetona (m/v),
por 20 min a 40°C. Como os derivados obtidos da reacio
de sulfonamidas com fluorescamina sido instdveis
(Salisbury et al., 2004), imediatamente a mistura
resultante foi quantificada por CLAE-FI, ap6s ser filtrada
em unidade filtrante de membrana HV.

Na separacdo e deteccdo das sulfonamidas, foi
utilizado um cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia
(GBC, Dandenong, Victoria, Austrdlia) equipado com
bomba isocratica (LC 1110), detector de fluorescéncia
(LC 1255) e coluna analitica LiChrosorb C18 (Merck,
Darmstadt, Germany), 25 cm x 4 mm, 5 um e pré-coluna
Phenomenex C18, 4x3 mm, 5 um. Como fase mével foi
utilizada uma mistura de solucio aquosa de dcido acético
a4% (v/v) e de acetonitrila (55:45, v/v) a uma vazao de
1 mL min-!. O comprimento de onda de excita¢do foi
de 404 nm e de emissdo 494 nm.

A determinacdo das concentragdes dos analitos nas
amostras fortificadas foi realizada por padronizacio
externa. Diariamente, visando checar os parametros
cromatogréficos e a linearidade de resposta do detector,
foi injetada uma solucdo contendo os derivados
fluorescentes das trés sulfas antes do inicio das andlises.
A injecdo da amostra, previamente derivada, foi realizada
em valvula e loop de 20 uL. e em quintuplicata.

Definidas as melhores condi¢des de extracio,
derivacdo, separacdo e quantificacdo, o método foi
validado quanto a seletividade, linearidade, exatidao,
precisdo, limite de detec¢do e quantificagao.

Quanto ao estudo de seletividade, oito amostras de
leite UHT integral de diferentes marcas e dentro do
periodo de validade fornecido pelo fabricante foram
avaliadas. Estas amostras foram extraidas e derivadas
segundo o procedimento descrito anteriormente. A partir
dos cromatogramas obtidos por CLAE-FI, a seletividade
foi verificada pelo ndo-aparecimento de outros picos na
regido referente aos tempos de retencdo de cada uma
das sulfas quantificadas.

A linearidade foi avaliada a partir da construgdo da curva
de calibracdo obtida pelo grafico da concentra¢@o do analito
em funcgdo da drea do pico cromatogrifico. Foram
preparadas de forma independente sete solucdes-padrao
contendo as trés sulfas (STZ, SMZ e SDM) com as
seguintes concentracdes individuais: 1, 2, 4, 8, 16,32 ¢
57 ug L' em solucdo aquosa de dcido acético a 1%
(pH 4). Cada solucdo-padrdo foi derivada com
fluorescamina e quantificada por CLAE-FI em triplicatas
independentes, injetando-se um volume de 20 pL. Para
verificar se os pontos encontravam-se dentro da regidao
linear da curva foi realizada a andlise de residuos,
adotando-se confianca de 95%.

A exatidao e precisdo do método foram avaliadas a
partir de amostras fortificadas com quantidade
conhecida de solucdo-padrdao contendo as trés
sulfonamidas (STZ, SMZ e SDM). As amostras de
leite UHT integral, previamente analisadas por
CLAE-FI e isentas de sulfas, foram fortificadas no
laboratdrio nas concentracdes de 0,3, 1, 2,5, 5 e
10 pug L-! para cada uma das sulfas estudadas.
As amostras fortificadas foram extraidas e derivadas
segundo procedimento descrito, antes da quantificagdo
por CLAE-FI. A recuperagdo foi determinada por
comparag¢do das concentragdes dos analitos adicionados
com as obtidas pela quantificacdo em quintuplicata de
amostras fortificadas independentemente.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)
foram definidos a partir dos resultados de recuperacao
e dos respectivos coeficientes de variacao. Para o LQ,
utilizou-se como pardmetro de aceitacdo a menor
concentracdo medida com valores de recuperagdo e
coeficiente de variacdo que atendessem os critérios de
desempenho para métodos de andlises para residuos de
drogas veterindrias em alimentos (Codex, 2003), ao
passo que, para o LD, utilizou-se como parametro de
aceitacdo a menor concentracdo detectada e altura do
pico cromatogréfico superior a trés vezes a do ruido da
amostra em branco no mesmo tempo de retengao.

A andlise de varidncia (ANOVA) da regressao linear,
com o uso do programa Excel 2000, foi utilizada para
avaliar as curvas de calibracdo de sulfatiazol,
sulfametazina e sulfadimetoxina.

Resultados e Discussao

Para as trés sulfas, os coeficientes angulares
apresentaram alta significincia estatistica (p<0,001) e,
por sua vez, os coeficientes lineares nao apresentaram
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significancia estatistica (p>0,05) (Tabela 1). Ou seja, as
trés curvas sdo lineares e passam pela origem (0,0).
Desta forma, o método apresentou linearidade na faixa
de concentragdes de 1 a 57 ug L-1. A partir da andlise
de residuos dos valores de concentragao e dreas de picos
cromatogréficos, ndo foram observados “outliers”
(Figura 1).

O método apresentou seletividade, uma vez que os
extratos derivados de amostras de diferentes marcas
de leite UHT integral (n = 8) ndo apresentaram picos

Tabela 1. Tempo de retencdo (TR) e andlise de variancia da
regressao linear para a curva analitica de sulfatiazol (STZ),
sulfametazina (SMZ) e sulfadimetoxina (SDM).

Sulfas TR (min) Area = a[Sulfas] + b Valor p r
a b a b
STZ 5,240,3  25.306,2 9.255,1 <0,001 0,205 0,9992
SMZ 5,840,3  33.711,0 5.133,5 <0,001 0,604 0,9991
SDM 9,740,3  37.766,1 9.974,1 <0,001 0,978 0,9992
240.000
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>
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com derivacao pré-coluna com fluorescamina
e deteccao por fluorescéncia referentes a andlise de sulfatiazol,
sulfametazina e sulfadimetoxina em amostras de leite UHT
integral, sem contaminagdo (branco) e fortificadaa 10 pg L1,
e de solugdo padrdo a 50 ug L.

J. Alaburda et al.

interferentes no tempo de retencido dos analitos
estudados, segundo cromatogramas para STZ, SMZ e
SDM obtidos apds a reacdo de derivacdo com
fluorescamina (Figura 1).

Tradicionalmente a extracdo de sulfonamidas a partir
de matrizes bioldgicas tem sido feita com solventes
organicos (Wang et al., 2006). Como elas sdo mais
soldveis em solventes polares, usa-se normalmente
cloroférmio, diclorometano, acetona, acetonitrila ou
acetato de etila. Alguns desses solventes organicos
promovem a desnaturagdo e precipitacio das proteinas,
auxiliando na extragdo, porém, algumas vezes, utilizam-
se reagentes especificos para esse processo.

As sulfonamidas sdo iOnicas por natureza e suas
solubilidades variam amplamente em fun¢do da
polaridade do solvente e do pH do meio reacional, fatores
que afetam de forma significativa as porcentagens de
recuperacdo (Wang et al., 2006). Neste trabalho,
observou-se que, quando se realizava a extracdo sé com
diclorometano, ocorria a formacido de emulsdo
diminuindo as porcentagens de recuperacio.
A introducdo de pequeno volume de éter de petrdleo
com o diclorometano foi fundamental para evitar a
formagdo de emulsdo.

Os valores de recuperacdo e os respectivos
coeficientes de variacdo de amostras de leite UHT
integral fortificadas no laboratério nas concentracodes
de 0,3, 1, 2,5, 5 e 10 ug L-! (Tabela 2) atendem aos
critérios de desempenho para métodos de andlise para
residuos de drogas veterindrias em alimentos (Codex,
2003). A partir desses resultados, definiram-se os
seguintes limites de quantificacao (LQ) e de deteccdo (LD):
para STZ e SMZ de 1 e 0,3 ug L'!, respectivamente, e
para SDM de 2,5 ¢ 0,3 ug L', Esses valores de LD e LQ
sdo inferiores aos obtidos por Agarwal (1992) e Wang et al.
(2006). Papapanagiotou et al. (2005) obtiveram valor de
LQ igual a 50 ug kg-! para SMZ em leite, enquanto Soto-
Chinchilla et al. (2005) obtiveram valores de LD e LQ,

Tabela 2. Recuperagio de sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ) e sulfadimetoxina (SDM) de amostras fortificadas independentes
(n =5) de leite integral pasteurizado, extraidas com uma mistura de diclorometano e éter de petréleo (100:3, v/v) e submetidas a

derivatiza¢@o com fluorescamina.

Concentragio (ug L) STZ SMZ SDM
Recuperacdo (%) CV (%) Recuperagdo (%) CV (%) Recuperacdo (%) CV (%)
0,3 57,8 39,1 85,6 41,9 96,1 25,9
1,0 62,7 44 88,7 5,4 52,9 6,6
2,5 68,7 7,4 93,2 3.8 66,1 6,3
5,0 60,1 8,1 92,1 17,3 62,6 13,1
10,0 61,3 6,2 90,7 3,1 61,0 8,2
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respectivamente, de 7,1 € 19,5 ug L' paraSMZ e de 9,5 ¢
26 pg L1 para SDM em amostras de leite.

Os valores de recuperacio para STZ, SMZ e SDM
encontrados (63,2, 91,2 e 63,2%, respectivamente) foram
iguais ou muitas vezes superiores aos relatados em
procedimentos anteriores. Pecorelli et al. (2005)
quantificaram dez residuos de sulfonamidas em amostras
de musculo e obtiveram valores de recuperacio e seus
respectivos coeficientes de variacio para STZ, SMZ e
SDM de 62,4% (CV =6,22%), 81,2% (CV = 6,44%) e
75,2% (CV =5,72%), respectivamente, para a
concentragdo de 100 pg kg-!. Papapanagiotou et al.
(2005) verificaram que a porcentagem de recuperacio
e o coeficiente de variacdo para SMZ em amostras de
leite foram de 76,34 e 9,42%, respectivamente, com
limite de quantifica¢do de 50 ug kg-!. Maudens et al.
(2004), analisando sufonamidas em amostras de mel por
CLAE com derivag@o pds-coluna, verificaram que os
valores de recuperacdo ficaram entre 37 e 67% com
limites de quantifica¢do na faixade 2 a 5 ug kg™'.

A andlise de 10 sulfas em carne e figado por CLAE
com derivacao pré-coluna resultou em recuperacdes na
faixa de 64 a 75% para concentracdes de 1 a
10 pg kg'! (Stoev & Michailova, 2000). Na determinagéo
de sete sulfas em amostras de leite por CLAE, com
derivagdo pré-coluna com fluorescamina e detec¢ao por
quimioluminescéncia apds derivacdo pds-coluna, foram
obtidos limites de deteccdo e quantificacdo para SMZ
de 7,1 € 19,5 ug L' e para SDM de 9,5 e 26 ug L1,
respectivamente, com valores de recuperacdo na faixa
de 67 a 86% para SMZ e de 56 a 72% para SDM (Soto-
Chinchilla et al., 2005). Feltrin et al. (2007) obtiveram uma
recuperacdo de 76% (CV =24%) para sulfodimetoxina
em leite em concentragdes de 20 pg L1, usando extra¢do
em fase solida (C 8).

Os métodos analiticos por CLAE para residuos de
sulfonamidas tém sido extensivamente revisados (Soto-
Chinchilla et al., 2005). Alguns métodos multiresiduos
tém sido publicados, porém poucos trabalhos descrevem
método para andlise simultinea de STZ, SMZ e SDM
em amostras de leite (Wang et al., 2006). Um desses
métodos utiliza CLAE com detector de massas (LD na
faixa de 16,8-24,3 ug L!) e outros dois utilizam CLAE
com detector de UV-visivel ou arranjo de diodos, os quais
ndo citam valores de LD e LQ.

O método descrito neste trabalho permite a andlise
simultanea dos trés analitos em amostras de leite UHT
integral disponiveis para o consumo humano. As condi¢des
experimentais da etapa de derivacdo com fluorescamina

foram avaliadas e otimizadas, e os trabalhos nao citam
claramente a padronizacdo de todos os parametros que
podem influenciar a velocidade dessa reag@o.

Conclusoes

1. A utilizacdo de particdo liquido-liquido com
diclorometano e éter-etilico e extracdo em fase sélida
de silica permitem a extracdo simultinea de sulfatiazol,
sulfametazina e sulfadimetoxina em amostras de leite
UHT integral.

2. A quantificacdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, usando fase reversa e reacdo de derivacdo
pré-coluna com fluorescamina, é adequada para a
separacdo e determinacdo de sulfatiazol, sulfametazina
e sulfadimetoxina nos extratos de amostras de leite UHT
integral.

3. O método proposto apresenta limites de deteccao
e quantificacdo adequados para monitoramento desses
analitos em amostras de leite.
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